Variabilidad genética para la producción de toxina en poblaciones de Microcystis aeruginosa en dos embalses de abastecimiento de Andalucía by Martín, A. et al.
INTRODUCCIÓN
Las cianobacterias tóxicas proliferan en aguas
continentales de todo el mundo, en especial
cuando tienen un alto grado de eutrofía, consti-
tuyendo una importante preocupación a nivel
internacional (Bartram et al., 1999). Unas 40
especies son capaces de producir toxinas de
diversos tipos, causantes de mortandades masi-
vas de animales (Carmichael, 2001, Alonso-
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RESUMEN
Las proliferaciones de cianobacterias tóxicas ocurren a menudo en aguas continentales. Entre todas las especies de cianobacte-
rias, la especie productora de microcistinas (hepatotoxinas) Microcystis aeruginosa, es la principal fuente de problemas tanto
para animales como para el hombre. Las proliferaciones de Microcystis se caracterizan por presentar una fuerte heterogeneidad
en su producción de toxinas tanto espacial como temporalmente. Habitualmente se atribuye a factores ambientales esta hetero-
geneidad. Sin embargo, las diferencias genéticas podrían jugar un papel destacado. En este trabajo hemos detectado y cuantifi-
cado variabilidad genética para la producción de toxina tanto dentro de una proliferación como cuando se encuentran a baja
concentración en dos poblaciones de M. aeruginosa. Para ello se aislaron y cultivaron 17 cepas de M. aeruginosa de dos
embalses de Andalucía, y se mantuvieron en idénticas condiciones ambientales. La producción de microcistinas se midió utili-
zando un test ELISA en cultivos completamente aclimatados. Se detectó variabilidad estadísticamente significativa entre las
distintas cepas. En contraste con el punto de vista clásico, la mayoría de esta variabilidad para producción de toxinas es debida
a diferencias genéticas entre especies. Este hecho introduce una fuente de incertidumbre en los sistemas de alerta temprana de
embalses de abastecimiento basados generalmente en recuentos de abundancia celular 
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ABSTRACT
Toxic cyanobacteria blooms often occur worldwide in freshwater environments. From all cyanobacteria toxic species,
Microcystis aeruginosa, hepatotoxin (microcystin) producing, is known to be the main source of noxious outbreaks to humans
and animals. These outbreaks are characterized by the occurrence of Microcystis blooms, which show a high degree of hetero-
geneity in toxin production in both spatial and temporal scales. Usually, this heterogeneity is explained by environmental fac-
tors. However, genetic differences can play an important role. In this work, genetic variability for toxin production was detec-
ted within and among natural populations of M. aeruginosa. Seventeen clonal cultures of M. aeruginosa, isolated from two
water supply reservoirs of Andalusia (S-Spain) were grown under the same environmental conditions. Toxin quota was measu-
red in fully acclimated balanced growth cultures using a commercial ELISA test kit. Statistically significant variability for the
production of microcystin was found among the different strains. Most of intra-bloom and inter-bloom variability in toxin pro-
duction is due to genetic components in contrast with classical environmental point of view. This fact introduces an important
source of uncertainty in early-warning systems of water supply management based on cell abundance. 
Keywords: genetic variability, toxin production, heritability, Microcystis aeruginosa.
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Andicoberri et al., 2002), que incluso pueden
matar a seres humanos (Jochimsen et al., 1998).
La especie que con mas frecuencia aparece
implicada en episodios tóxicos es Microcystis
aeruginosa (Kützing) Kützing, que produce
hepatotoxinas (microcistinas), y prolifera hasta
producir espesas natas superficiales en embal-
ses y lagos (Carmichael & Schwartz 1984,
Sivonen 1990, Skulberg et al., 1993). Sin
embargo, no todos las grandes proliferaciones
(blooms) de Microcystis son tóxicas, y en oca-
siones la toxicidad de una misma proliferación
varía con el tiempo, e incluso pueden observarse
manchas de elevada y baja toxicidad alternando
simultáneamente en un mismo embalse
(Benndorf & Henning 1989, Codd et al., 1989,
Vezie et al., 1998, Kabernick & Neilan 2001). 
Esta heterogeneidad para la producción de
toxinas suele ser atribuida a factores ambientales,
pues los estudios de laboratorio han demostrado
que la producción de microcistina varía en fun-
ción de la concentración de nitrógeno y fósforo,
de la irradiancia, y de la temperatura (Kotak et
al., 2000, Kaebernick & Neilan, 2001). En gene-
ral la máxima producción de toxina suele darse
en condiciones óptimas de crecimiento (Sivonen
& Jones, 1999, Kaebernick & Neilan, 2001).
Sin embargo, los componentes genéticos tam-
bién parecen jugar un importante papel en estas
variaciones en la producción de toxina (Jacoby
et al., 2000, Kaebernick & Neilan, 2001,
Carrillo et al., 2003). Los estudios de laborato-
rio han demostrado que los factores ambientales
inducen cambios en la concentración de toxinas,
pero de menor magnitud que los observados
entre diferentes cepas cultivadas en las mismas
condiciones ambientales (Sivonen & Jones,
1999). Dado que se han aislado numerosos clo-
nes de Microcystis con distinto grado de toxici-
dad (Alvarez et al., 1998, Martín et a1., 2000,
Carrillo et al., 2003), puede pensarse que parte
de la variación en la concentración de toxina de
una misma proliferación puede ser debida a
cambios en las frecuencias relativas de genoti-
pos con distinto grado de toxicidad.
Consecuentemente la caracterización de la
variabilidad genética para toxicidad en las
poblaciones de Microcystis podría ser útil para
la gestión de embalses destinados al abasteci-
miento de poblaciones. Así, numerosos autores
han intentado estudiar la genética de la pro-
ducción de toxinas a nivel molecular (Tillet et
al., 2000, Kabernick et al., 2000, Kabernick &
Neilan 2001, Bitencourt-Oliveira et al., 2001,
Kurmayer et al., 2002, Bitencourt-Oliveira
2003). El uso de procedimientos moleculares
es sin duda una aproximación prometedora.
Tales estudios asumen que los genes operan en
un sistema cerrado en el cual la presencia o
ausencia de una secuencia génica o un produc-
to génico determina directamente el genotipo
de un individuo. Un punto de vista alternativo
asume que la mayoría de los genes y productos
génicos actúan en el medio interno de las célu-
las donde se producen complejas interacciones
relacionadas con los efectos del medio ex-
terno. Consecuentemente, el fenotipo resul-
tante es a menudo modif icado a través de
la interacción entre un genotipo particular y
el medio ambiente interno y externo (Falco-
ner 1986, Klug & Cummings 1997). Tales
interacciones sutiles dificultan el entendimien-
to de la tan debatida polémica acerca de la
importancia relativa de genes y ambiente. En
este sentido, el uso de los procedimientos
de genética cuantitativa pueden ser una alter-
nativa interesante para analizar la variabilidad
en la producción de toxinas. 
Recientemente nuestro grupo comenzó a
aplicar técnicas de genética cuantitativa al
estudio de la variabilidad genética en para la
producción de microcistinas (Carrillo et al.,
2003). La producción de microcistinas es un
carácter cuantitativo, en el que su expresión
fenotípica no siempre es un reflejo directo del
genotipo, pero dado que esta producción
puede medirse detalladamente en diferentes
cepas de M. aeruginosa aisladas de poblacio-
nes naturales, los experimentos con numerosas
cepas sirven para analizar las causas de la
variación en la producción de microcistinas
(Carrillo et al., 2003). Además, puede calcu-
larse la proporción de la variabilidad observa-
da para la producción de microcistinas que se
154 Martín et al.
Limnetica 23(1-2)  11/10/04  10:20  Página 154
debe a las diferencias genéticas o a las dife-
rencias ambientales. En este trabajo se analiza
la variabilidad genética para la producción de
microcistinas en poblaciones de Microcystis
aeruginosa procedentes de dos embalses de
abastecimiento de Andalucía.
MATERIAL Y MÉTODOS
Se aislaron 17 cepas de Microcystis aeruginosa
procedentes de dos embalses Andaluces (Tabla
1). Las cepas de uno de los embalses (cepas
MalM a Ma11M) se aislaron de la misma
muestra de agua de 1 litro recogida durante una
misma proliferación mientras que las del otro
al embalse (cepas Ma2G a Ma7G) se aislaron
de poblaciones Microcystis a baja densidad en
tres fechas diferentes. Cada cepa procedía de
una única célula aislada de una sola colonia
mediante un micromanipulador-microinyector.
Todas las cepas se cultivaron en idénticas con-
diciones ambientales, en frascos de cultivo con
20 ml de medio de cultivo BG11, a 25ºC y en
luz continua de 250 µmol fotones m-2 s-1 pro-
cedente de tubos fluorescentes day-light. Las
cepas se mantuvieron en crecimiento exponen-
cial y asincrónico (‘balanced growth’) median-
te transferencias seriadas de un inóculo a
medio nuevo, y aclimatadas a las condiciones
ambientales del experimento. Los detalles
acerca del aislamiento, cultivo, ciclo, eviden-
cias de monoclonalidad de las cepas, etc., se
dan en López-Rodas & Costas (1997).
La toxicidad de cada uno de los clones se
midió usando un test ELISA específico para
microcistinas (EnviroGard Microcystin
QuantiTube Test Kit, de Strategic Diagnostic
INC.), siguiendo las recomendaciones del fabri-
cante. Este kit mide microcistinas, y a pesar de
que no distingue entre tipos de toxinas, esto no
es relevante en nuestro trabajo ya que se preten-
día medir la variabilidad para la producción
total de toxina. Recientemente hemos publicado
los detalles acerca del procedimiento de extrac-
ción y medida de toxinas y clorofila en
Microcystis (Carrillo et al., 2003). La concen-
tración de toxina se expresa como mg de micro-
cistina-LR equivalente por mg de clorofila a de
acuerdo a las recomendaciones de Sivonen &
Jones, (1999). Una discusión detallada acerca
de la calidad del método de EnviroGard
Microcystin QuantiTube Test Kit para medir
microcistinas puede verse en Carrillo et al.,
(2003). La fiabilidad, reproducibilidad y preci-
sión de las medidas de microcistinas fueron res-
pectivamente 98%, 96% y 1.2 ppb (para detalles
ver Carrillo et al., 2003).
La heredabilidad (h2), fracción de varianza
genética respecto a la varianza fenotípica, se
calculó mediante un ANOVA jerárquico según
el siguiente modelo:
y = µ + S + R(S) + e
donde:
y = valor del carácter
µ = media estándar
S = cepa
R(S) = replicados de las cepas
E = valor residual
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Tabla 1. Referencias de las cepas de Microcystis aeruginosa aisladas en los embalses estudiados. Different clones from isolated Microcystis
aeruginosa of the water supply reservoirs.
Área Fecha de aislamiento Nº de cepas Designación
La Minilla reservoir Dec. 1999 11 de Ma1M a Ma11M
Apr. 1999 4 de Ma2G a Ma5G
El Gergal reservoir Jun. 1999 1 Ma6G
May 2000 1 Ma7G
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN
La concentración media de microcistina (con un
intervalo de confianza del 95%) para cada cepa
se muestra en la figura 1, donde puede apreciar-
se la variabilidad en la concentración de toxina
entre las diferentes cepas. El clon más tóxico
resultó Ma6G (1.25 µg de microcistina-LR
equivalente por mg de clorofila a). Alguna de
las cepas estudiadas muestra una alta concentra-
ción de toxinas (0.5 a 1 µg de microcistina-LR
equivalente por mg de clorofila a). La mayoría
de los clones producen una concentración de
toxina moderada (menos de 0.5 µg de microcis-
tina-LR equivalente por mg de clorofila a) y
sólo dos clones podrían considerarse como no
tóxicos (Ma9M y Ma2G).
Se encontró una variabilidad estadísticamente
significativa en la producción de microcistinas
en las poblaciones procedentes de ambos embal-
ses (p<0.001, ANOVA test). Dado que la concen-
tración de microcistinas se midió en las mismas
condiciones ambientales, esta variabilidad refleja
las diferencias genéticas existentes entre las
cepas. Un estimador de la variabilidad genética
encontrada entre cepas es el coeficiente de varia-
ción. Entre las cepas procedentes de la misma
proliferación de un embalse encontramos un CV
= 47.4%, mientras que entre cepas aisladas en el
otro embalse a lo largo de un año, encontramos
un CV = 106.1%. En ambos casos la variabilidad
genética encontrada es elevada, pero nos parece
especialmente relevante destacar la variabilidad
genética encontrada dentro de una misma proli-
feración. Este hecho sugiere que las diferencias
genéticas constituyen la principal causa de esta
variabilidad. En concreto hemos obtenido una
heredabilidad de 0.75 procesando conjuntamente
el global de las cepas de los dos embalses. Esto
indica que el 75% de la variabilidad observada
para la producción de toxinas es debida a causas
genéticas. Este valor parece suficientemente ele-
vado como para asumir que gran parte de la hete-
rogeneidad para la producción de microcistina
detectada en las proliferaciones, lejos de ser
debida exclusivamente a factores ambientales, es
un problema en el que juega un papel importante
el componente genético. Anteriormente, en estos
embalses se habían identificación diferentes
serotipos de Microcystis aeruginosa con distinto
grado de toxicidad (Martín et al., 2000).
Desafortunadamente, este hecho introduce un
cierto grado de incertidumbre a la hora de aplicar
sistemas de alerta temprana en aguas de abasteci-
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Figura 1. Concentración media de microcistina-LR equivalente e intervalos de confianza (95%) encontrados en los diferentes clo-
nes. Mean microcystin-LR equivalent concentrations of differents clones. Confidence intervals (95%) are indicated by vertical
lines.
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miento basados exclusivamente en procedimien-
tos de abundancia celular.
Se observó además que la mayoría de las
cepas estudiadas producen una concentración de
toxina moderada, mientras que sólo unas pocas
no son tóxicas. Esto reabre el debate sobre el
papel que desempeña la producción de toxinas
en la ecología de las cianobacterias. Aunque se
conoce tanto de la estructura como de los efectos
de las microcistinas, apenas existen hipótesis
sobre el papel ecológico que desempeñan estas
toxinas. De forma tentativa, nuestros resultados
apuntan a que la producción de toxina no está
sujeta a fuerte selección natural, pues en general
los caracteres bajo fuerte efecto de la selección
suelen presentar bajas heredabilidades. 
CONCLUSIONES
La variabilidad genética para la producción de
microcistinas encontrada en las poblaciones de
Microcystis, es considerable, incluso dentro de
un misma proliferación.
Los sistemas de alerta temprana en aguas de
abastecimiento basados en recuentos celulares
no son eficaces, ya que la variabilidad genética
introduce incertidumbre.
La producción de microcistinas no parece
estar sujeta a fuerte selección natural.
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